移植物抗宿主病（GVHD）是异基因造血干细胞移植后主要的并发症和死亡原因，近几年的研究发现B细胞免疫在GVHD特别是慢性GVHD中发挥着关键性的作用，移植前使用利妥昔单抗去除B淋巴细胞后，可以有效降低GVHD的发生率、严重程度和病死率[@b1]。间充质干细胞（MSC）是治疗慢性GVHD的有效手段，然而其机制目前还不明确[@b2]--[@b3]。滤泡辅助性T细胞（Tfh细胞）在B细胞分化和增殖中发挥着关键作用，能通过分泌白细胞介素-21（IL-21）辅助B细胞分化形成浆细胞。研究发现MSC能通过分泌吲哚胺2,3-二加氧酶（IDO）抑制Tfh细胞的分化[@b4]--[@b5]。然而，MSC诱导免疫耐受的作用十分微弱，需要提前在体外大量扩增，才能达到诱导免疫耐受的作用。因此，增强MSC抑制Tfh细胞的作用对于GVHD的治疗具有十分重要的意义。脑源性神经营养因子（BDNF）是一种维持中枢和周围神经元生存及正常生理功能所必需的分子，还具有细胞保护和促血管新生功能，用于MSC的移植治疗具有很好的效果[@b6]--[@b7]。本研究我们探讨BDNF增强MSC诱导免疫耐受的作用。

材料与方法 {#s1}
==========

1．主要试剂：人骨髓MSC购于广州赛业生物科技有限公司；DMEM/F12培养基、RPMI 1640培养基、0.25%胰酶和胎牛血清购于美国Hyclone公司；BDNF购于美国RD生物公司；IDO、IL-10、IL-21和TGF-β的ELISA试剂盒购于欣博盛生物科技有限公司；流式细胞仪和CD4、CXCR5、Foxp3、CXCR3、CCR6抗体购于美国BD公司。

2．细胞培养：人骨髓MSC采用含有10%胎牛血清的DMEM/F12培养基进行培养，取处于对数生长期的第三代或第四代MSC细胞进行实验。待细胞铺满70%后，用0.25%胰酶消化，按照实验分组平均接种到培养孔内。采集健康志愿者的外周血，采用人淋巴细胞分离液分离外周血中的淋巴细胞，将其置于含有10%胎牛血清的RPMI 1640培养基中进行培养。

3．ELISA法检测BDNF对MSC分泌IDO、IL-10和TGF-β的影响：MSC分为对照组（培养基中加入相同体积PBS）和BDNF组（培养基中加入终浓度100 ng/ml BDNF），刺激24 h后，弃上清。加入新鲜培养基后继续培养48 h，收集上清。ELISA法检测上清中的IDO、IL-10和TGF-β的含量。

4．流式细胞术检测各组淋巴细胞中Tfh细胞及其亚群比例：采用Transwell小室进行MSC和淋巴细胞共培养，将MSC置于下室，淋巴细胞置于上室，实验分为对照组（单纯的淋巴细胞）、MSC组（淋巴细胞与MSC共培养）和BDNF组（淋巴细胞与BDNF刺激的MSC共培养）。BDNF刺激24 h后，弃上清，PBS清洗3次后在Transwell小室上室加入淋巴细胞，继续培养48 h。收集淋巴细胞，用PBS清洗3次，分成两组，一组加入CD4、CXCR5和Foxp3抗体，另一组加入CD4、CXCR5、CXCR3和CCR6抗体，室温孵育20 min后离心，弃上清，PBS清洗3次后，上机检测Tfh细胞及其亚群的比例。参照文献[@b8]--[@b9]，将CD4^+^ CXCR5^+^细胞定义为Tfh细胞，CD4^+^CXCR5^+^CXCR3^+^CCR6^−^细胞定义为Tfh1细胞，CD4^+^CXCR5^+^CXCR3^−^CCR6^−^细胞定义为Tfh2细胞，CD4^+^CXCR5^+^CXCR3^−^CCR6^+^细胞定义为Tfh17细胞，CD4^+^CXCR5^+^Foxp3^+^细胞定义为Tfr细胞。

5．ELISA法检测各组淋巴细胞分泌IL-21的变化：MSC与淋巴细胞共培养后，去除MSC、PBS清洗3次后，淋巴细胞继续培养48 h，之后收集上清，ELISA法检测上清中IL-21的含量。

6．统计学处理：实验重复3次，实验数据用均数±标准误（*x*±*SE*）表示，使用SPSS 15.0进行数据分析，采用Student *t*检验进行组间比较，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．ELISA法检测BDNF对MSC分泌IDO、IL-10和TGF-β的影响：BDNF组培养上清IL-10、TGF-β、IDO浓度均高于对照组（*P*\<0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}），提示BDNF能够促进MSC分泌IL-10、TGF-β和IDO。

###### ELISA法检测BDNF对MSC分泌IL-10、TGF-β和IDO的影响（ng/ml，*x*±*SE*）

  组别       IL-10      TGF-β        IDO
  -------- ---------- ---------- ------------
  对照组    19.3±2.1   5.3±0.6    226.7±37.6
  BDNF组    42.1±4.4   13.9±1.7   441.3±56.9
                                 
  *t*值      4.761      5.129       3.130
  *P*值      0.009      0.008       0.035

注：BDNF：脑源性神经营养因子；MSC：间充质干细胞；IDO：吲哚胺2,3-二加氧酶。对照组：培养基中加入等体积PBS；BDNF组：MSC培养基中加入终浓度100 ng/ml BDNF。实验重复3次

2．流式细胞术检测各组Tfh细胞比例：MSC组（淋巴细胞与MSC共培养）Tfh细胞比例低于对照组（单纯的淋巴细胞）\[（6.51±0.27）%对（9.03±0.98）%，*t*=2.962，*P*=0.042\]。BDNF组（淋巴细胞与BDNF刺激的MSC共培养）Tfh细胞比例低于MSC组\[（3.37±0.21）%对（6.51±0.27）%，*t*=9.353，*P*\<0.001\]（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。上述结果说明MSC能够抑制Tfh细胞的分化，BDNF能够进一步增强MSC抑制Tfh细胞分化的作用。

![流式细胞术检测各组淋巴细胞中滤泡辅助性T细胞比例\
对照组：淋巴细胞单独培养；间充质干细胞（MSC）组：淋巴细胞与MSC共培养；脑源性神经营养因子（BDNF）组：淋巴细胞与BDNF刺激的MSC共培养](cjh-39-01-037-g001){#figure1}

3．流式细胞术检测各组Tfh1、Tfh2、Tfh17细胞比例：MSC组Tfh细胞中Tfh1细胞比例高于对照组\[（26.72±2.57）%对（16.63±1.15）%，*t*=3.597，*P*=0.023\]，Tfh2细胞低于对照组\[（43.26±4.11）%对（52.72±5.63）%，*t*=2.990，*P*=0.040\]。Tfh17细胞在MSC和对照组间差异无统计学意义\[（22.32±0.72）%对（23.81±0.52）%，*t*=2.189，*P*=0.094\]。BDNF组Tfh细胞中Tfh1细胞比例高于MSC组\[（41.14±2.04）%对（26.72±2.57）%，*t*=4.383，*P*=0.012\]，而Tfh2细胞和Tfh17细胞均低于MSC组\[Tfh2：（30.16±5.38）%对（43.26±4.11）%，*t*=4.426，*P*=0.012；Tfh17：（15.61±1.52）%对（22.32±0.72）%，*t*=4.202，*P*=0.014\]。见[表2](#t02){ref-type="table"}。上述结果表明BDNF能够显著增强MSC抑制Tfh细胞向Tfh17和Tfh2亚型分化。

###### 流式细胞术检测各组Tfh1、Tfh2、Tfh17细胞比例（%，*x*±*SE*）

  组别        Tfh1细胞        Tfh2细胞        Tfh17细胞
  -------- --------------- --------------- ---------------
  对照组     16.63±1.15      52.72±5.63      23.81±0.52
  MSC组     26.72±2.57^a^   43.26±4.11^a^    22.32±0.72
  BDNF组    41.14±2.04^b^   30.16±5.38^b^   15.61±1.52^b^

注：BDNF：脑源性神经营养因子；MSC：间充质干细胞。Tfh细胞：滤泡辅助性T细胞。对照组：淋巴细胞单独培养；MSC组：淋巴细胞与MSC共培养；BDNF组：淋巴细胞与BDNF刺激的MSC共培养。与对照组比较，^a^*P*\<0.05；与MSC组比较，^b^*P*\<0.05。实验重复3次

4．流式细胞术检测各组Tfr细胞比例：MSC组淋巴细胞中Tfr细胞比例高于对照组\[（2.32±0.16）%对（0.95±0.09）%，*t*=7.581，*P*=0.002\]，BDNF组Tfr细胞的比例高于MSC组\[（4.95±0.22）%对（2.32±0.16）%，*t*=10.241，*P*\<0.001\]（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），表明BDNF能够显著增强MSC诱导Tfr细胞分化的作用。

![流式细胞术检测脑源性神经营养因子（BDNF）对间充质干细胞（MSC）诱导来源于调节性T细胞的滤泡辅助性T细胞（Tfr）分化的影响\
对照组：淋巴细胞单独培养；MSC组：淋巴细胞与MSC共培养；BDNF组：淋巴细胞与BDNF刺激的MSC共培养](cjh-39-01-037-g002){#figure2}

5．ELISA法检测各组淋巴细胞IL-21水平：MSC组淋巴细胞培养上清中IL-21含量低于对照组\[（0.85±0.08）ng/ml对（2.16±0.13）ng/ml，*t*=8.386，*P*=0.001\]，BDNF组淋巴细胞上清中IL-21含量低于MSC组\[（0.28±0.03）ng/ml对（0.85±0.08）ng/ml，*t*=6.675，*P*=0.003\]，提示BDNF能够显著增强MSC抑制淋巴细胞分泌IL-21。

讨论 {#s3}
====

慢性GVHD是影响异基因造血干细胞移植患者生存和生活质量的一个重要危险因素。B细胞在慢性GVHD特别是重度难治性GVHD中发挥着重要作用，然而目前临床常用的免疫抑制剂对B细胞免疫排斥抑制效果并不是十分显著[@b10]。Tfh细胞在B细胞免疫中发挥着关键性的作用，近期有研究者发现MSC能够通过抑制Tfh细胞的分化，抑制B细胞免疫对机体的损伤[@b11]。BDNF是一种神经营养分子，我们的研究发现其除了能调控神经生长，还能通过促进MSC分泌IDO、IL-10和TGF-β，显著抑制Tfh细胞的分化。因此BDNF可能是MSC治疗慢性GVHD的一个潜在靶点。

Tfh细胞在B细胞分化和增殖中发挥着关键作用。Tfh细胞可进一步分为Th1来源的Tfh细胞（Tfh1细胞）、Th2来源的Tfh细胞（Tfh2细胞）和Th17来源的Tfh细胞（Tfh17细胞），其中仅有Tfh2细胞和Tfh17细胞能够分泌IL-21，发挥辅助B细胞分化为浆细胞功能[@b8]--[@b9]。此外机体内还存在一种调节性T细胞（Treg细胞）来源的Tfh细胞（Tfr细胞），具有抑制B细胞增殖和分化等功能[@b11]--[@b12]。本研究我们首次发现MSC能够促进Tfh1细胞和Tfr细胞比例上调，而能够产生IL-21的Tfh2细胞和Tfh17细胞的比例下调，这说明MSC除了能够抑制Tfh细胞增殖外，还能诱导Tfh细胞向不产生IL-21的亚群分化。BDNF能够进一步增强MSC抑制Tfh细胞分化的功能，一方面进一步抑制淋巴细胞中Tfh细胞比例的升高，另一方面进一步抑制Tfh细胞中产生IL-21的亚群的分化。

综上，本研究我们发现BDNF能够增强MSC抑制Tfh细胞的作用，机制是抑制淋巴细胞中Tfh细胞分化和促进Tfh细胞中Tfh1和Tfr细胞亚群比例的升高。
